

















































































































・BV ( Bone volume；骨量 )	 
・CT ( Computed tomography；コンピュータ断層撮影 )	 
・cDNA ( complementary DNA；相補的DNA  )	 
・ELISA (	Enzyme-linked immunosorbent assay ) 
・ICG ( Indocyanine green ) 
・IL (	Interleukin ) 
・IVIS (	In vivo bioluminescence imaging system；生体内発光イメージングシステム ） 
・PBS (	Phosphate-buffered saline；リン酸緩衝生理食塩水 ）	
・ROR-γt (Retinoic acid receptor-related orphan receptor-γt；レチノイン酸受容体関連オーファン受
容体 ) 
・RT-PCR (	Realtime polymerase chain reaction；逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 ) 
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・SAA (	Serum amyloid A；血清アミロイドA ) 
・TNF (	Tumor necrosis factor；腫瘍壊死因子 ） 












いるナイーブT細胞は樹状細胞由来のIL-6とTGF-βの刺激により、Retinoic acid receptor-related 
orphan receptor-γt (	ROR-γt：レチノイン酸受容体関連オーファン受容体	)の発現が誘導され
る。するとナイーブT 細胞に IL-23Rが発現し、これに樹状細胞由来の IL-23が結合すること
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および許可を得たうえで行なった。 (	動物実験計画書番号：2015医動-247-1、2015医動290 ) 
 
5.1. 使用動物 















与は10週齢時に2 mgのラット抗マウス IL-6R mAb	(	MR16-1、中外製薬より提供 ）	を腹
腔内投与し IL-6シグナル遮断を行った。以降は0.5 mgのMR16-1を週一回腹腔内投与した




SAA	(	Serum amyloid A：血清アミロイドA )	および IL-6のELISA	(	Enzyme-linked 
immunosorbent assay )	キット	(	Biosource, Camarillo, CAおよびR＆D Systems Inc., Minneapolis, 
MN, USA )	を用いて、SAAおよび IL-6の血中濃度を測定した。測定は14週齢および17週









を行い、その後70％エタノールに72時間浸漬して脱水した。その後220mM / L EDTA-Na中
に3週間浸漬することにより脱灰した。 標本はヘマトキシリンおよびエオジンで染色を行い、
過去の報告に準じて滑膜炎を、滑膜細胞層の多層	(	0点：1層 ; 1点：2-3層 ; 2点：4-5層 ; 
3点：5層以上 ）	、常在細胞の密度	(	0点：正常 ; 1点：わずかに細胞数増加 ; 2点：中等
度に細胞数増加 ; 3点：細胞数の著しい増加、パンヌス形成およびリウマトイド結節 ）	、
炎症性細胞の浸潤	(	0点：炎症性浸潤なし ; 1点：わずかにリンパ球や形質細胞がみられる ; 
2点：多くのリンパ球や形質細胞の浸潤、濾胞様集簇の形成 ; 3点：高密度の帯状炎症性浸潤、
または多数の濾胞様集簇 ） の3点で評価し、合計点を用いてスコア化し、組織病理学的に





1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy-	(	polyethylene glycol ) -2000] 
(	DSPE-PEG [2000-OMe] )	(	DSPC:DSPE-PEG = 94：6 mol / mol )	を梨型フラスコに入れ、
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クロロホルム5mlを加えて脂質を完全に溶解した。次いで rotary evaporator	(	NVC-2100 / 
N-1000、Eyela、Tokyo、Japan ）	を用いて減圧下でクロロホルムを蒸発させ、脂質膜を作成
した。 
次に、10 mLのPBSに溶解した100 µMの ICG	(	Daiichi Sankyo, Tokyo, Japan ）	を、上記
で作成した脂質膜に添加して、ICGを内包した多層のリポソーム小胞を形成させた。凍結 - 
解凍サイクルを5回以上繰り返した後、extrusion equipment	(	Northern Lipids Inc., Vancouver, BC, 
Canada）にフィルタ 	ー(	100、200、400および600 nm: Nuclepore Track- Etch Membrane, Whatman 
plc, Maidstone, UK ）	を装着したものを用いて、リポソームのサイズを直径<100nmに調整し
た。0.45µmのフィルタ 	ー(	Millex HV filter unit, Durapore polyvinylidene-difluoride [PVDF] 
membrane, EMD Millipore, Billerica, MA, USA ) を使用してリポソームを清潔化した。リポソ
ームに内包されていない遊離した ICGは、PD-10カラムを用いて除去した。 Wako 
Phospholipids C testキット	(	Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan ) を用いて脂質濃度を
測定し、1.0 µmol/ mLに調整した。 ICGリポソームの直径は、particle size analyzer 





作成した ICGリポソームを静脈内投与して、in vivo生物発光イメージングシステム	(	In 
vivo bioluminescence imaging system :IVIS ）(	Xenogeny, Alameda, CA, USA ）	で関節炎の評
価を行うことが妥当であるか評価するため、予備実験を行なった。まず ICGリポソームが関
節炎を検出できるかを確かめるため、肉眼的に明らかに関節腫脹を生じている13週齢の
McH-lpr/lpr-RA1マウス	(	n = 6 ）	に対し、200 µlのPBSおよび200 µlの ICGリポソームを
静脈注射後0、5、30、60、120および150分に IVISで蛍光強度を測定し、両群間の蛍光強度







予備実験をふまえてMR16-1を投与したMcH-lpr/lpr-RA1マウス	(	n = 5 ）	およびコント
ロールマウス	(	n = 5 ）	において10、14および18週齢で実施した。 200 µlの ICGリポソ
ームを静脈内投与し、予備実験の結果から投与後120分に IVISを用いて両足関節の ICGの





5.8.  Real-time PCR 
足関節からの滑膜組織標本を、10、14および16週齢で採取した（	各群n = 5 ）	。 採取し
た標本をTissue Ruptor Ⅱ	(	Qiagen, Hilden, Germany )	を用いて粉砕し、QIAzol Lysis Reagent 
(	Qiagen, Hilden, Germany )	およびRNeasy Mini Kit (	Qiagen, Hilden, Germany )	を用いて
mRNAを精製した。精製したmRNAはNano Drop Lite Spectrophotometer (	Thermo Scientific 
Nano Drop Products, Delaware, USA )	を使用して濃度を計測した。mRNA濃度は350-400 ng/µl 
になるよう、RNase-free waterで希釈した。希釈したmRNAにRT Buffer、RT random primers、
dNTP mix、およびMultiscribe reverse transcriptase	(	Applied Biosystems, Foster city, CA, USA )	を
添加して、25℃で10分間、37℃で2時間逆転写し、cDNAの合成を行った。cDNAは Nano 
Drop Lite Spectrophotometer	(	Thermo Scientific Nano Drop Products, Delaware, USA )	を使用し
て濃度を計測し、150-200 ng/µlになるよう希釈した。その後 cDNAを ready-to-use Taqman Gene 
Expression Assays (	Applied Biosystems ) 1 µlと、Taqman Universal Master Mix II with Uracil-N 
Glycosylase	(	Applied Biosystems, Foster City, CA, USA ) 10 µlに添加し、StepOnePlusTM real-time 
PCR system (	Applied Biosystems, Foster city, CA, USA )	を用いて50℃2分、95℃10分を各1
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回、さらに95℃15秒と60℃1分を40サイクル反応させて real-time PCRを行なった。Gapdh	
(	assay ID: Mm99999915_g1 )	を内部標準とした。Taqman®プローブは Il6	(	assay ID：
Mm00446190_m1 )	、Tnfa	(	assay ID:Mm00443260_g1 ）	、IL17 (	assay ID:Mm00439618_m1 ）	
を使用した。それぞれの遺伝子の発現量は、それぞれ滑膜あるいはTリンパ球などから放出
される IL-6、TNF-α、IL-17の産生量を反映している。解析は過去の報告を参考に、StepOne 
software version 2.2.2 (	Applied Biosystems )	を用いて行い、それぞれのmRNAの発現量を各
評価時点における内部標準に対する fold changeとして求めた 33)。 
 
5.9. マイクロCT評価および骨量解析 
20週齢でマイクロコンピュータ断層撮影	(	マイクロCT ）	を行った (	各群n = 5 ）	。 採
取したマウス脛骨を4℃で70％エタノールに固定し、マイクロCT スキャナ  ー (	Scan 
Xmate-L090: Comscan Techno Co., Ltd, Kanagawa, Japan ）	を用いて分析した。 撮影条件は電
圧75kV、電流100 µA、解像度10.4 µm/pixel、スライス厚、マトリクス数516×506 pixelで脛
骨の近位端からの505スライスを撮影範囲とした。 過去の報告に準じ、TRI / 3D-BON	(	Ratoc 
System Engineering Co., Tokyo, Japan ）	を用いて脛骨近位部の骨組織量 (	BV: mm2 ）	、総
面積 (	TV: mm2 ）	、骨組織率 (	BV / TV:％ ）	および骨梁幅 (	Trabecular Thickness: mm ）	
を算出した 34)。 
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5.10.  統計学的解析 













群で1069±465 µg/mlとMR16-1治療群において血清SAAの低下傾向がみられた (	p = 
0.367 ）	。17週齢では対照群で546±45 µg/ml、MR16-1治療群で73±31 µg/mlと有意に低
下した (	p = 0.001 ） (	図1A ）	。14週齢の血清 IL-6値は対照群で15.7±8.7 pg/ml、MR16-1
 17 
治療群で8.1±3.2 pg/ml	(	p = 0.153 ）と、17週齢の血清 IL-6値は対照群で17.6±4.3 pg/ml、







られた (	図2Aおよび2B )	。 MR16-1治療群のマウスでは、滑膜炎およびパンヌス形成が
対照群と比較して抑制された (	図2Cおよび2D )	。 17週齢で、対照群マウスは、滑膜炎、
パンヌス形成および足関節の強直症の進行がみられた (	図3Aおよび3B )	。 MR16-1治療
群では、滑膜炎またはパンヌス形成は抑制されていたが、付着部強直の進行が見られた (	図
3Cおよび3D )	。 20週齢の対照群マウスでは、進行した滑膜炎、パンヌス形成および強直
性変化を示した (	図4Aおよび4B )	。 MR16-1治療群では、滑膜炎およびパンヌス形成は
抑制されていたが (	図4Cおよび4D )	靭帯付着部の骨化および強直がみられた。滑膜炎ス
コアによる足関節炎の組織病理学的評価では、14週齢の対照群で4.29±0.19、MR16-1治療
群で2.75±0.53であり有意な差がみられた (	p = 0.0141 )	。 17週齢では対照群で3.95±0.22、
 18 
MR16-1治療群で1.64±0.27であり有意な差がみられた (	p <0.001 )	。 20週では対照群で
3.33±0.28、MR16-1治療群で2.25±0.3であり、有意な差がみられた (	p = 0.0125 ）	(	図5 ）	。 
 






った (	図6 ）	。続いて ICGリポソームの静脈注射後何分でもっとも集積するかを確かめる
ために実験を行なった。14週齢のMcH-lpr/lpr-RA1マウス群は30週齢のWild typeのマウス
と比較し集積傾向を示し、明らかな有意差がないものの、注射後120分でその差は最大とな











みられた (	p = 0.0004 ）	が、10週齢と18週齢では有意差はみられなかった (	図9 ）	。 
 






週齢において対照群に比較し有意に低下していた (	p = 0.0303 ）	。IL17の発現は、MR16-1
治療群において14週齢で対照群に比較し有意に低下し (	p = 0.02）	が16週齢では有意な差
がみられなかった (	p = 0.166 ）	。 Il6の発現には2群間で有意な差はみられなかった。 
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明らかな差はみられなかった (	図11A )	。 脛骨近位部の定量的構造分析結果では、 BVは
対照群で0.213±0.122 mm2、MR16-1治療群で0.225±0.053 mm2 (	p=0.851 )	、TVは対照群
で3.08±0.217 mm2、MR16-1治療群で3.317±0.117 mm2 (	p=0.0748 )	、BV / TVは対照群で
55.8±5.21%、MR16-1治療群で53.5±4.98% (	p=0.937 )	、Trabecular thicknessは対照群で40.1
±3.97 µm、MR16-1治療群で45.0±3.40 µm (	p=0.245)	と、2つの群間で有意差はみられな
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(	A ) 14週齢、17週齢のマウスにおける血清SAAの結果(	各群n = 5 )。棒グラフは吸光度
から算出された血清中SAAの濃度を示す(	平均および標準誤差 )	。* *p< 0.01 (	Welchの
t検定	)。 
(	B )14週齢、17週齢のマウスにおける血清 IL−6の結果(	各群n = 5 )。棒グラフは吸光度か


















ール群における代表的な足関節、足部の組織像を (	A )	と (	B )	に、MR16-1群における
代表的な足関節、足部の組織像を (	C )	と (	D )	に示す。 (	A )	(	C )×40拡大像。 (	B )	
(	D )	白四角形部の×100拡大像。滑膜炎および骨びらんを白矢印、靭帯付着部の線維軟骨








ール群における代表的な足関節、足部の組織像を (	A )	と (	B )	に、MR16-1群における
代表的な足関節、足部の組織像を (	C )	と (	D )	に示す。 (	A )	(	C )×40拡大像。 (	B )	
(	D )	白四角形部の×100拡大像。滑膜炎および骨びらんを白矢印、靭帯付着部の線維軟骨








ロール群における代表的な足関節、足部の組織像を (	A )	と (	B )	に、MR16-1群におけ
る代表的な足関節、足部の組織像を (	C )	と (	D )	に示す。 (	A )	(	C )×40拡大像。 (	B )	
(	D )	白四角形部の×100拡大像。滑膜炎後の骨性強直を白矢頭で、靭帯付着部の線維軟骨
















図 6. PBS投与群および ICG-liposome投与群における IVIS解析結果 
 
肉眼的に明らかに関節腫脹を生じている13週齢のMcH-lpr/lpr-RA1マウス	(	n = 6 )	に対
し、200 µlのPBSおよび200 µlの ICGリポソームを静脈注射後0、5、30、60、120および
150分に IVISで蛍光強度を測定し、両群間の蛍光強度を比較した。測定には in vivo生物発光
イメージングシステム	(IVIS )(	Xenogeny, Alameda, CA, USA )	を使用した。リポソーム投与
前のシグナル強度を1とし、リポソーム投与後の蛍光強度をシグナル強度比として計測した。
棒グラフは平均および標準誤差を示す。統計学的な検討は、Welchの t検定の解析結果を




図 7. 野生群とMcH-lpr/lpr-RA1マウス14週齢群における IVIS解析結果 
 
30週齢の野生群のマウス(	n = 4 )と14週齢のMcH-lpr/lpr-RA1マウス(	n = 4 )に対してそ
れぞれ200 µlの ICGリポソームを静脈注射後、0、5、30、60、120および150分に IVISで蛍
光強度を測定し、両群間の蛍光強度を比較した。測定には in vivo生物発光イメージングシス






























図 9. IVIS解析結果 
 
コントロール群とMR16-1治療群のマウスにおける、10、14、18週齢における IVISでの定
量的解析結果を示す(	各群n = 5 )。リポソーム投与前のシグナル強度を1とし、リポソーム
投与後の蛍光強度をシグナル強度比として計測した。棒グラフは平均および標準誤差を示す。








図 10. RT-PCR解析結果 
 
RT-PCRによる足関節内のサイトカイン発現の解析結果。10、14および16週齢で足関節以
遠からmRNAを採取した（	各群n = 5 ）	。mRNAを逆転写し、cDNAの合成を行い、
StepOnePlusTM real-time PCR systemを用いて real-time PCRを行なった。Gapdh内部標準とし Il6、
Tnfα、IL17の遺伝子の発現量を解析した。mRNAの発現量を各評価時点における内部標準








CT スキャナ  ー (	Scan Xmate-L090)	を用いて撮影した。 脛骨近位中央の冠状断を用いて脛
骨近位部の骨組織量 (	BV: mm2 )	、総面積 (	TV: mm2 )	、骨組織率 (	BV / TV:％ )	およ
び骨梁幅 (	Trabecular Thickness: mm )	を算出して解析した。解析にはWelchの t検定を使用
した。(	各群n = 5 ) 
(	A )	コントロール群およびMR16-1治療群の代表的な脛骨近位部冠状断像。 
(	B )	BV、TV、BV/TV、およびTrabecular Thicknessの値を示す (	平均および標準誤差 )。 
 
